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APAP - paracetamol
BSO - butioninosulfoksyimina
CF - kwas tiazolidyno-4-karboksylowy 
Cys-Gly - cysteinyloglicyna
DP - dipeptydaza cysteinyloglicynowa 
GSH - zredukowany glutation 
GSSG - disulfid glutationu 
y-GT - y-glutamylotranspeptydaza 
HNE - 4-hydroksy-2-nonenal 
NAC - N-acetylocysteina 
NAPQI - N-acetylo-p-benzochinono-imina 
NFkB - jądrowy czynnik transkrypcyjny 
OTC - kwas 2-okso-tiazolidyno-4-karboksylowy 
RFT - reaktywne formy tlenu 
RS’ - rodnik tiylowy 
5-S-Cys-DA - 5-S-cysteinylodopamina 
SG - syntetaza glutationowa
SGC - syntetaza y-glutamylocysteinowa
STG - S-transferaza glutationowa
X - ksenobiotyk

4. GLUTATION
Antyoksydacyjne i detoksykacyjne właściwości, biologiczna 
i farmakologiczna regulacja biosyntezy
Lidia Włodek
4.1. Wprowadzenie
Glutation (GSH) jest wszechobecnym tiolowym tripeptydem występującym 
w komórkach zwierzęcych w wysokim, od 1 do 10 milimolowym stężeniu, głównie 
w postaci zredukowanej (GSH), postać utleniona (GSSG) stanowi mniej niż 1 % cał­
kowitej puli.
GLUTATION
wiązanie y-peptydowe
Cząsteczkę glutationu charakteryzuje nietypowe wiązanie peptydowe, które tworzy 
grupa karboksylowa, będąca w pozycji y względem grupy aminowej. Sprawia to, że 
wewnątrzkomórkowe peptydazy nie mogą hydrolizować glutationu, dzięki czemu mo­
że bez przeszkód spełniać w komórkach swoje biologiczne funkcje. Jedynym enzy­
mem, dla którego wiązanie to nie stanowi przeszkody, jest błonowy enzym 
y-glutamylotranspeptydaza (y-GT), zwana też glutationazą.
Biologiczne funkcje glutationu w komórkach wiążą się z aktywnością grupy hydro- 
sulfidowej, dzięki której bierze udział w reakcjach antyoksydacyjnych i detoksy- 
kacyjnych [prace przeglądowe: 1, 2, 3, 4], W miarę poszerzania się wiedzy o tym tri- 
peptydzie staje się coraz bardziej oczywiste, że rola GSH to nie tylko funkcje detoksy­
kacyjne, lecz także udział w najbardziej istotnych procesach biologicznych komórek. 
Zredukowany glutation jest bowiem odpowiedzialny za prawidłową równowagę tiolo- 
wo-disulfidową i związany z tym potencjał oksydacyjno-redukcyjny komórek. Ważna 
biologicznie rola GSH jest związana z możliwością regeneracji grup -SH białek, dzięki 
czemu przeciwdziała efektom reakcji utleniających, inaktywujących białka komórek.
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Glutation jest zatem odpowiedzialny za utrzymanie prawidłowej struktury i funkcji 
białek. Tripeptyd ten bierze również udział w redukcji rybonukleotydów do deoksyry- 
bonukleotydów, czyli wykazuje bezpośredni wpływ na biosyntezę DNA i związany 
z tym proces proliferacji. Glutation odgrywa ważną rolę w utrzymaniu prawidłowych 
funkcji odpornościowych organizmu, jest również sposobem magazynowania i trans­
portu cysteiny w organizmie. Dlatego ze względu na tak ważną biologiczną rolę gluta- 
tionu, badania nad jego biosyntezą, transportem i biodegradacją oraz możliwościami 
modulowania poziomu w komórkach stały się interdyscyplinarne, łączące takie gałęzie 
nauki, jak biologia, farmakologia, toksykologia i medycyna kliniczna.
4.2. Antyoksydacyjne właściwości glutationu
Glutation jako związek tiolowy pełni w komórkach niezwykle ważną rolę antyok- 
sydanta. Sam GSH jest względnie „oporny” na spontaniczne utlenianie, może reago­
wać nieenzymatycznie z rodnikiem hydroksylowym ( OH) (cytotoksycznym produk­
tem biologicznej reakcji Fentona), a także z NO3", z ONOO“, z O2 i O2’ [2, 3, 5].
Z udziałem peroksydazy glutationowej (EC 1.11.1.9) i przy współudziale reduktazy 
glutationowej (EC 1.6.4.2) glutation odgrywa istotną rolę w detoksykacji nadtlenku 
wodoru i nadtlenków organicznych powstających podczas peroksydacji lipidów 
(ryc. 1).
Centrum aktywne peroksydazy glutationowej zawiera selenowy analog cysteiny, 
w którym siarka została zastąpiona selenem (ryc. 2) [6]. Obecność selenocysteiny 
umożliwia dwuelektronowe utlenienie glutationu do disulfidu glutationu (GSSG), bez 
uwalniania w tym przypadku niebezpiecznego rodnika tiylowego (GS‘). Z tej przyczy­
ny niedobór tego mikroelementu w diecie może być przyczyną peroksydacyjnych 
uszkodzeń. W antyoksydacyjnych reakcjach zredukowany GSH utlenia się do disulfi­
du (utlenionego glutationu), który z udziałem reduktazy glutationowej i koenzymu 
NADPH jest na powrót redukowany do tiolu, co stanowi ważny cykl redoksowy 
w komórkach (ryc. 1). W sytuacji, kiedy procesy peroksydacyjne przebiegają na fizjo­
logicznym poziomie i przy dostatecznej dostępności zarówno NADPH, jak i aktywno­
ści reduktazy glutationowej, ponad 99% glutationu występuje w postaci zredukowanej 
[1,3].
Antyoksydacyjna rola GSH polega również na możliwości reagowania z wolnymi 
rodnikami organicznymi (np. białek i innych cząsteczek), co pozwala na regenerację 
uszkodzonych cząsteczek.
Białko’ + GSH------ > Białko-H + GS’
Kolejną ważną antyoksydacyjną funkcją grupy -SH glutationu jest możliwość re­
dukcji mostków disulfidowych w białkach do wolnych grup -SH. Reakcje te mogą 
zachodzić z udziałem GSH nieenzymatycznie, sąjednak znacznie przyspieszane przez 
transhydrogenazy glutationowe (tioltransferazy).
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glutationowa
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Powstający w komórkach nadtlenek wodoru, niezależnie od aktywności peroksyda- 
zy glutationowej, może być również redukowany przez obecne w peroksysomach ka- 
talazy (ryc. 3).
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Ryc. 1. Udział glutationu w detoksykacji nadlenku wodoru i nadlenków organicznych 
powstających w procesie peroksydacji lipidów
E-Se" E-SeOH
E-Se-SG
Ryc. 2. Proponowany mechanizm katalitycznego działania peroksydazy glutationowej 
(wg Eppa i wsp. [6])
Ryc. 3. Reakcje detoksykacji nadtlenku wodoru w komórkach ssaków
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Dlatego w mitochondrium, gdzie nie występuje aktywność katalaz, funkcja perok- 
sydazy glutationowej staje się szczególnie ważna [7]. Mitochondrialny GSH odgrywa 
zatem krytyczną rolę w obronie przed powstającymi tam reaktywnymi formami tlenu 
(RFT).
Silny stres zarówno oksydacyjny, jak i nitrozylujący szybko i skutecznie prowadzi 
do obniżenia poziomu GSH w komórkach. Dlatego podczas nasilenia peroksydacyj- 
nych uszkodzeń oraz przy niedoborze NADPH (na skutek obniżonej aktywności dehy­
drogenazy glukozo-6-fosforanu) następuje akumulacja disulfidu glutationu (GSSG). 
Utleniony glutation (GSSG) jest nie tylko metabolitem zbędnym, lecz także wysoce 
niebezpiecznym dla komórek. Podwyższony poziom GSSG prowadzi do powstawania 
mieszanych disiarczków, czyli do glutatiolacji białek, co wywołuje zmiany w statusie 
redoksowym tioli [8]. W konsekwencji wpływa na tak ważne procesy biologiczne ko­
mórek, jak regulacja transkrypcji genów czy aktywność enzymów i receptorów. Innym 
mechanizmem obronnym komórek przed nadmiarem GSSG jest możliwość jego 
translokacji na zewnątrz komórek, co prowadzi jednak do spadku komórkowej puli 
glutationu [4], Glutation poprzez możliwość enzymatycznej i nieenzymatycznej reakcji 
z dehydroaskorbinianem może współdziałać w komórkach z innym antyoksydantem 
(ryc. 4) [9]. W komórkach najważniejsze antyoksydanty mogą tworzyć łańcuch reakcji 
redoks, łączący zredukowany glutation, witaminę C i witaminę E (ryc. 5) [10], 
Wszystko to sprawia, że glutation odgrywa zatem centralną rolę w utrzymaniu fizjolo­
gicznej równowagi pomiędzy prooksydantami i antyoksydaniami, co decyduje o życiu 
i śmierci komórek (ryc. 6).
Ryc. 4. Możliwość enzymatycznej i nieenzymatycznej redukcji dehydroaskorbinianu w reakcji 
z glutationem (GSH) (wg Meistera [110] zmodyfikowana)
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Ryc. 5. Kaskada cyklicznych reakcji redoks łącząca najważniejsze antyoksydanty komórek: glutation, 
kwas askorbinowy i witaminę E
STRES <=^> OBRONA 
OKSYDACYJNY ANTYOKSYDACYJNA
ŚMIERĆ 
KOMÓREK
ŻYCIE 
KOMÓREK
Ryc. 6. Konieczna równowaga pomiędzy związkami biorącymi udział w stresie oksydacyjnym 
a obroną antyoksydacyjną komórek
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4.3. Biosynteza i biodegradacja glutationu - cykl y-glutamylowy 
Meistera
Wątroba jest miejscem biosyntezy GSH i narządem o jego najwyższym stężeniu, 
skąd jest transportowany do osocza i żółci z szybkością odpowiadającą szybkości bio­
syntezy w tym narządzie. Dlatego poznanie regulacji procesu biosyntezy GSH w wą­
trobie jest istotne dla zrozumienia biologicznych funkcji tego tripeptydu.
Biosynteza glutationu z prekursorowych aminokwasów przebiega w cytozolu pra­
wie wszystkich komórek z udziałem syntetazy y-glutamylocysteinowej (EC 6.3.2.2) 
i syntetazy glutationowej (EC 6.3.2.3) (ryc. 7).
Biosynteza GSH jest częścią procesu metabolicznego odkrytego przez Meistera, 
określanego mianem cyklu y-glutamylowego [1, 11]. W cyklu tym, oprócz enzymów 
biorących udział w biosyntezie GSH, uczestniczą również peptydazy degradujące 
GSH, zlokalizowane po zewnętrznej stronie błony komórkowej, tj. y-glutamylo- 
transpeptydaza (y-GT) (EC 2.3.2.2) i dipeptydaza cysteinyloglicynowa (DP) (EC 
3.4.13.16). Cykl y-glutamylowy należy do najciekawszych, ale równocześnie wciąż nie 
do końca wyjaśnionych zjawisk związanych z biologiczną rolą glutationu. Transloka- 
cja GSH z komórek ma osłaniać błony komórkowe przed peroksydacyjnymi uszkodze­
niami, natomiast jego zewnątrzkomórkowa biodegradacja umożliwia międzynarządo- 
wy transport cysteiny [12].
Z wyjątkiem żółci, która może zawierać GSH nawet w stężeniu 10-milimolowym, 
zewnątrzkomórkowe stężenia glutationu (GSH i GSSG) są zwykle bardzo niskie, 
w osoczu jest zaledwie około 5-mikromolowe. Występujący gradient stężeń GSH po­
między przestrzenią wewnątrzkomórkową (1-10 mM) i zewnątrzkomórkową (kilka 
pM) zapewnia, że transport GSH czy GSSG z powrotem do komórek staje się termo­
dynamicznie niemożliwy. Enzymy hydrolizujące GSH są zlokalizowane po zewnętrz­
nej powierzchni błony komórkowej, dlatego wewnątrzkomórkowy GSH jest dla nich 
substratem niedostępnym. Fakt ten, podobnie jak nietypowe wiązania y-glutamylowe, 
zapewnia wewnątrzkomórkową stabilność glutationu. Translokacja GSH na zewnątrz 
komórek jest krokiem inicjującym biodegradację, która następuje w dwustopniowej 
hydrolizie. W pierwszej reakcji, katalizowanej przez y-GT, następuje hydroliza wiąza­
nia peptydowego y-karboksylowego, fragment y-glutamylowy zostaje przeniesiony na 
odpowiedni akceptor aminokwasowy (AA) z powstaniem y-glutamyloaminokwasu (y- 
Glu-AA) oraz cysteiny logi icyny (Cys-Gly). Akceptorem aminokwasowym może być 
metionina, glutamina, cystyna lub cząsteczka wody. Powstający y-glutamylo- 
aminokwas wraca do komórki, gdzie pod wpływem y-glutamylocyklotransferazy jest 
przekształcany do 5-oksoproliny i wolnego aminokwasu (AA). Natomiast 5-okso- 
prolina przy udziale zależnej od ATP oksoprolinazy jest w komórce przekształcana 
do glutaminianu. Z kolei dipeptyd - Cys-Gly pod wpływem dipeptydazy cysteinylogli- 
cynowej ulega zewnątrzkomórkowej hydrolizie do glicyny i cysteiny, aminokwa­
sów powracających do komórek. Dlatego dzięki aktywności y-GT i DP aminokwasy: 
glutaminian, glicyna, a szczególnie cysteina, mogą być odzyskiwane przez komórki 
i ponownie wykorzystane do biosyntezy GSH; w ten sposób cykl y-glutamylowy 
zamyka się. W przypadku kiedy akceptorem fragmentu y-glutamylowego będzie 
cystyna, wtedy cząsteczka y-glutamylocystyny (y-Glu-S-S-Cys) ulega redukcji do 
y-glutamylocysteiny (y-Glu-Cys) oraz wolnej cysteiny, dlatego cykl y-glutamylowy
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ulega skróceniu. U myszy z niedoborem aktywności y-GT obserwuje się obniżony 
poziom GSH w wątrobie i w nerkach, jako wynik niedoboru wewnątrzcząsteczkowej 
cysteiny, czemu towarzyszą uszkodzenia DNA [13]. Następuje zatem pozornie para­
doksalna sytuacja, w której brak aktywności y-GT - enzymu degradującego GSH - 
staje się powodem zahamowania biosyntezy tego tripeptydu. GSH uwalniany przez 
hepatocyty może również w przestrzeni pozakomórkowej prowadzić do uwalniania 
cysteiny poprzez redukcję cystyny w reakcjach wymiany tiolowo-disiarczkowej.
Badania eksperymentalne wykazały, że 90% GSH występującego w osoczu po- 
wstaje w wątrobie [14], z czego aż 80% ulega następnie biodegradacji w nerkach [15], 
Okazało się, że nerki potrafią o wiele skuteczniej obniżać poziom GSH, niż można 
byłoby się tego spodziewać jedynie poprzez filtrację kłębuszkową, a następuje to na 
drodze metabolicznej biodegradacji tego tripeptydu [12, 15]. Cechą charakterystyczną 
nerek jest bowiem niezwykle wysoka aktywność y-GT, która dla przykładu w nerkach 
szczura jest prawie 900 razy wyższa niż w wątrobie [16], W nerkach y-GT, jak i DP są 
zlokalizowane na powierzchni rąbka szczoteczkowego kanalika proksymalnego, 
z centrum aktywnym skierowanym do światła kanalika. Dzięki temu nerki odgrywają 
istotną rolę w biodegradacji zewnątrzkomórkowego glutationu, a tym samym stają się 
narządem odpowiedzialnym za utrzymanie prawidłowego stężenia cysteiny w osoczu 
(ryc. 8). Przy wrodzonym braku aktywności y-GT w kanalikach proksymalnych nie 
następuje zewnątrzkomórkowa hydroliza GSH, a w konsekwencji nie dochodzi do 
reabsorpcji składowych aminokwasów, głównie cysteiny, a GSH w dużych ilościach 
jest wydalany z moczem [17],
Ryc. 8. Międzynarządowy transport glutationu i cysteiny
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Z metioniny jako prekursora cysteiny może korzystać tylko wątroba oraz 
w mniejszym stopniu nerki i trzustka [18]. Natomiast dla wszystkich pozostałych tka­
nek jedynym źródłem cysteiny jest osocze. Dlatego biosynteza GSH w wątrobie, 
a następnie jego translokacja i zewnątrzkomórkowa hydroliza jest procesem niezbęd­
nym dla zapewnienia wszystkim pozostałym tkankom dostępności cysteiny. Ze wzglę­
du na możliwość biodegradacji GSH nerki odgrywają niezmiernie ważną rolę 
w utrzymywaniu prawidłowego poziomu cysteiny w osoczu, co nie zawsze jest dosta­
tecznie podkreślaną funkcją tego narządu (ryc. 8).
Toksyczność GSH jako tiolu jest nieporównywanie mniejsza niż aminokwasu cy­
steiny, która jest uważana za bardzo toksyczny związek tiolowy (p. rozdział 2), dlatego 
wewnątrzkomórkowe stężenie GSH może być o wiele wyższe niż wolnej cysteiny. 
Dzięki wątrobowo-nerkowemu przepływowi GSH i biodegradacji z udziałem y-GT 
i DP nerek tripeptyd ten staje się sposobem magazynowania i transportu toksycznej 
cysteiny.
4.4. Regulacja biosyntezy glutationu w komórkach ssaków
Regulacja biosyntezy GSH w komórkach może następować poprzez: wpływ na ak­
tywność syntetazy y-glutamylocysteinowej (SGC) lub poprzez dostępność cysteiny 
[19, 20], Proces biosyntezy GSH przebiega w dwóch zależnych od ATP reakcjach:
L-glutaminian + L-cysteina + ATP ------------- > L-y-glutamylo-L-cysteina + ADP + Pj
syntetaza
y-glutamylocysteinowa (SGC)
L-y-glutamylo-L-cysteina + glicyna + ATP ------------- > glutation + ADP + Pj
syntetaza
glutationowa (SG)
Powstająca L-y-glutamylocysteina może również w komórkach z udziałem 
y-glutamylocyklotransferazy ulegać przekształceniu do cysteiny i 5-oksoproliny. Jed­
nak Km tego enzymu w stosunku do y-glutamylocysteiny jest 12 razy wyższe od Km 
syntetazy glutationowej, dlatego w komórkach (w 95%) faworyzowana jest biosynteza 
GSH [21],
4.4.1. Regulacja aktywności syntetazy y-glutamylocysteinowej (SGC)
Syntetaza y-glutamylocysteinowa (SGC) ssaków jest heterodimerem zbudowanym 
z podjednostki ciężkiej (SGC-H), zawierającej miejsce wiążące substraty oraz 
z podjednostki lekkiej (SGC-L) [22], Czynniki wywołujące stres oksydacyjny, takie 
jak chinony, H2O2, menadion, czynnik martwicy nowotworu (TNFa) oraz N-etylo- 
maleimid (NEM) i etanol, indukują aktywności SGC [22, 23, 24], Nasilenie procesów 
peroksydacyjnych aktywuje jedynie transkrypcję podjednostki ciężkiej (mRNA 
SGC-H). Oznacza to, że w hepatocytach podjednostka lekka jest na tyle dostępna, że 
dla wzrostu aktywności enzymu wystarcza jedynie ekspresja biosyntezy mRNA pod- 
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jednostki ciężkiej. Transkrypcja podjednostki SGC-H podlega hormonalnej regulacji, 
u szczurów z cukrzycą obserwuje się spadek w wątrobie poziomu mRNA SGC-H, 
który po podaniu insuliny wzrasta [25]. Obniżony poziom GSH w cukrzycy może od­
grywać istotną patogenną rolę w towarzyszących tej chorobie komplikacjach.
Stwierdzono, że już po 12 godz. od momentu przeprowadzenia hepatektomii nastę­
puje w wątrobie wzrost poziomu GSH, będący wynikiem zarówno wzrostu aktywności 
SGC, jak i dostępności cysteiny [26], Co ciekawe, w regenerującej się wątrobie nasile­
nie biosyntezy GSH wyprzedza w czasie biosyntezę DNA [26], Zjawisko to można 
tłumaczyć konieczną obecnością GSH we wczesnej fazie proliferacji, ponieważ akty­
wacja koniecznych genów dla przejścia z fazy G| w fazę S zależy od tiolowego statusu 
redoksowego komórek [27], Wzrost poziomu GSH przed biosyntezą DNA można rów­
nież tłumaczyć zapotrzebowaniem silnie proliferujących komórek na deoksyrybozę 
[28]. Pentozy z udziałem reduktazy rybonukleotydowej są przekształcane w deoksyry­
bozę - substrat do biosyntezy DNA. Enzym ten może współdziałać z dwoma donorami 
wodoru. Jednym z nich jest tioredoksyna, przenosząca wodór bezpośrednio z NADPH, 
drugim zaś jest glutaredoksyna, czerpiąca wodór z GSH.
glutation glutaredoksyna reduktaza 
rybonukleotydowa
Butioninosulfoksyimina (BSO), powszechnie stosowany inhibitor biosyntezy GSH, 
wiąże się z SGC i w stanie przejściowym ulega zależnej od ATP enzymatycznej fosfo­
rylacji przy atomie azotu z powstaniem fosforanu sulfoksyiminy [29]. Powoduje to 
bardzo mocne, chociaż niekowalencyjne związanie się inhibitora z enzymem. Ponie­
waż wszystkie komórki zawierają ATP, BSO może stać się we wszystkich tkankach 
nieodwracalnym inhibitorem biosyntezy GSH. Inhibitorami SGC są również wiążące 
się niekowalencyjnie S-sulfocysteina i S-sulfohomocysteina [30], a także cystamina 
oraz wiążący się kowalencyjnie y-metyleno-D-glutaminian [31].
W sytuacji, kiedy następuje zahamowanie aktywności SGC przy równocześnie 
przebiegających wszystkich reakcjach, w których GSH jest wykorzystywany, następuje 
szybki spadek stężenia GSH w komórkach (ryc. 9). Stosowanie tego typu strategii 
pozwala obserwować, jak szybko przy zahamowanej biosyntezie obniżają się zapasy 
GSH w różnych narządach i tkankach. Podanie myszom BSO, inhibitora biosyntezy 
GSH, prowadzi do obniżenia czasu połowicznego życia GSH w nerkach, w wątrobie 
i w trzustce [32]. Stwierdzono jednak, że maksymalny spadek poziomu GSH może 
dochodzić tylko do 10-20% w stosunku do wartości kontrolnych, a utrzymujące się na 
tym poziomie GSH stanowi pulę mitochondrialną [33], Schematycznie proces biosyn­
tezy i biodegradacji GSH oraz wszystkie reakcje, jakim może ulegać ten tripeptyd 
w komórkach, ujmuje ryc. 9.
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Ryc. 9. Biosynteza, biodegradacja i najważniejsze reakcje, którym może ulegać glutation 
w komórkach ssaków
Biosynteza glutationu w komórkach jest limitowana wyłącznie dostępnością cyste­
iny, ponieważ stężenia cysteiny są na poziomie wartości Km dla reakcji katalizowanej 
przez SGC, natomiast stężenia drugiego substratu - glutaminianu 10-krotnie przewyż­
szają wartości Km. Stężenie cysteiny w komórkach jest zatem znacznie niższe od glu­
taminianu i glicyny i wynoszą odpowiednio: 0,15; 1,8; 2,2 mM. Dlatego Tateishi jako 
pierwszy wysnuł wniosek, że to cysteina jest aminokwasem determinującym natężenie 
biosyntezy GSH [34]. Limitujący wpływ cysteiny na biosyntezę GSH jest zatem efek­
tem jej niskiego stężenia w komórkach (poniżej wartości Km). Jest jednak również 
związany z faktem, że od tak niskiej wewnątrzkomórkowej puli cysteiny uzależniona 
jest o wiele większa i metabolicznie niezwykle aktywna pula GSH. Na przykład, 
w wątrobie szczura stężenie GSH wynosi średnio 4,5 mM, z czego od 20 do 50% 
w ciągu 60 min jest uwalniane do żółci i osocza [12], Oznacza to, że dla utrzymania 
stałego poziomu GSH w wątrobie konieczny jest równocześnie ilościowo równoważny 
dopływ cysteiny. Cysteina w wątrobie pochodzi z diety (z hydrolizy białek przyjmo­
wanych z krążenia wrotnego), może również powstawać w procesie transsulfuracji 
metioniny oraz być odzyskiwana w jelitach z GSH i GSSG pochodzących z żółci.
Glutation wykazuje możliwość hamowania aktywności syntetazy y-glutamylo- 
cysteinowej poprzez ujemne sprzężenie zwrotne [35]. Reszta y-glutamylowa glutationu 
blokuje w centrum aktywnym enzymu miejsce wiążące glutaminian, a reszta cysteiny
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tego tripeptydu miejsce wiążące cysteinę. Jednak nadmiar glutaminianu - drugiego 
substratu koniecznego do biosyntezy GSH - uniemożliwia hamujące działania GSH. 
Okazuje się, że glutaminian na tej drodze może prowadzić do stymulacji biosyntezy 
GSH w sposób bardziej skuteczny niż jako dostępny substrat. Wiązanie disiarczkowe 
pomiędzy ciężką (H) i lekką (L) podjednostką SGC umożliwia zwarte, szczelne wiąza­
nie się substratów: glutaminianu i cysteiny, i równocześnie chroni przed hamującym 
działaniem GSH (ryc. 10).
Ryc. 10. Redukcyjna regulacja syntetazy y-glutamylocysteinowej
(SGC) (wg Huang i wsp. [36])
Natomiast konformacyjne zmiany, jakie następują po redukcji wiązania disulfido- 
wego pomiędzy podjednostkami, umożliwiają hamujący wpływ GSH na aktywność 
SGC [36]. Do zahamowania aktywności SGC może również dochodzić przy nadmiarze 
GSSG, co w tym przypadku następuje poprzez glutationylację, czyli powstawanie mie­
szanych disiarczków w centrum aktywnym enzymu.
Znacznie mniej uwagi poświęca się drugiemu enzymowi w procesie biosyntezy 
GSH - syntetazie glutationowej (SG), której ekspresja aktywności nie prowadzi do 
wzrostu poziomu GSH. Natomiast wrodzony niedobór aktywności SG może mieć po­
ważne konsekwencje metaboliczne, ponieważ następuje nadmierne gromadzenie się 
y-glutamylocysteiny i 5-oksoproliny, co prowadzi do kwasicy [19, 22].
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4.4.2. Wpływ czynników determinujących dostępność cysteiny
Biosynteza GSH jest głównie limitowana dostępnością cysteiny, dlatego znaczną 
uwagę poświęca się badaniom nad wpływem cysteiny zawartej w diecie na poziom 
GSH w tkankach [37]. Prowadzone są również badania nad mechanizmami transportu 
cysteiny, cystyny i metioniny do komórek oraz nad farmakologicznie użytecznymi 
prekursorami tego aminokwasu.
4.4.2.1. Mechanizmy transportu cysteiny, cystyny i metioniny
Istotny wpływ na dostępność cysteiny w komórkach mają mechanizmy transportu 
cysteiny, cystyny i metioniny przez błonę komórkową. Cysteina w fizjologicznym pH 
utlenia się błyskawicznie do disulfidu - cystyny, która w przestrzeni pozakomórkowej 
stanowi dominującą postać redoksową tego aminokwasu (tab. 1). Dlatego w osoczu 
przeważa cystyna, podczas gdy wewnątrz komórek cysteina występuje w swej zredu­
kowanej postaci.
T abela 1 
Poziom wolnych tioli w postaci zredukowanej i utlenionej (disulfidów)
w osoczu ludzkim (pM) (wg Denekego) [1]
Tiole
(postać zredukowana)
Disulfidy
(postać utleniona)
Cysteina 8,41 92,50
GSH 2,85 2,53
Cys-Gly 2,69 13,40
Homocysteina 0,15 1,62
Cystyna jest czterojonową cząsteczką, ponieważ jednak pK grup aminowych różnią 
się i wynoszą odpowiednio 7,9 i 8,8, dlatego w fizjologicznym pH = 7,4 znaczna część 
cystyny (20%) występuje w postaci trójpolarnego anionu, co umożliwia jej transport 
przez niezależny od Nał system Xc~ [38], Glutaminian, który w komórkach również 
występuje w anionowej postaci, jest jedynym innym poza cystyną substratem dla sys­
temu transportującego Xc~ [39], Oznacza to, że cystyna może być wymieniana przez 
glutaminian, a „wejście” do komórek cystyny jest zawsze połączone z „wyjściem” 
glutaminianu. Wysoki poziom glutaminianu, jaki występuje w komórkach, stymuluje 
zatem dopływ cystyny do komórek. W komórkach cystyna ulega następnie nie do koń­
ca poznanemu procesowi redukcji do cysteiny, co umożliwia biosyntezę GSH. Ozna­
cza to, że mechanizm transportu Xc~ pozwala na utrzymanie istotnej dla biosyntezy 
GSH komórkowej puli cysteiny.
Dlatego glutaminian, który jako substrat nie posiada możliwości wpływu na bio­
syntezę GSH, może natomiast poprzez udział w transporcie cystyny stymulować bio­
syntezę tego tripeptydu w komórkach. Równocześnie jednak w przypadkach kiedy 
zewnątrzkomórkowe stężenie glutaminianu będzie wysokie, transport cystyny przez 
system Xc~ może ulegać kompetycyjnemu zahamowaniu. Sytuacja taka występuje 
w osoczu pacjentów z zaawansowanymi nowotworami oraz zakażonych wirusem HIV 
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[40]. Oznacza to, że u tych pacjentów pod wpływem podwyższonego poziomu w osoczu 
glutaminianu może wystąpić zahamowanie transportu cystyny do komórek [41],
W izolowanych hepatocytach stwierdzono, że różne czynniki elektrofilne obniżają­
ce poziom GSH mogą równocześnie zwiększać transport cystyny [42]. Oznacza to, że 
aktywacja transportu cystyny przez system Xc~ jest mechanizmem obronnym przed 
skutkami stresu oksydacyjnego i umożliwiającym biosyntezę GSH [43].
Cysteina w swej zredukowanej postaci jest transportowana przez zależny od Na+ 
system transportu ASC [44], W systemie tym wewnątrzkomórkowe stężenie cysteiny 
zależy nie tylko od stężeń cysteiny po obu stronach błony, lecz również od stężeń in­
nych aminokwasów. Oznacza to, że wysoki poziom pozakomórkowej cysteiny powo­
duje wzrost jej poziomu w komórkach, jednak wysoki poziom zewnętrzny innych ami­
nokwasów może kompetycyjnie hamować dopływ cysteiny do komórek i w konse­
kwencji powodować zmniejszenie jej dostępności dla biosyntezy GSH.
Biosynteza GSH w wątrobie może również zależeć od aktywności systemu trans­
portującego do komórek metioninę. Transport metioniny do hepatocytów następuje 
przez niezależny od Na system L [45], Badania nad szybkością pobierania przez izo­
lowane hepatocyty wszystkich trzech aminokwasów siarkowych wykazały, że szyb­
kość pobierania cysteiny jest trzykrotnie wyższa od metioniny, a trzynastokrotnie 
większa od cystyny [45],
4.4.2.2. Proces transsulfuracji metioniny do cysteiny - szlak cystationinowy
Wątroba jest głównym miejscem biosyntezy i magazynowania GSH, dlatego moż­
liwość korzystywania z metioniny jako źródła cysteiny ma dla tego narządu istotne 
znaczenie. Możliwość transsulfuracji metioniny jest metaboliczną cechą wątroby, pro­
ces ten, jakkolwiek w mniejszym stopniu, zachodzi również w nerkach (ryc. 11). 
Pierwszym krokiem biodegradacji metioniny jest powstawanie z udziałem ATP - 
S-adenozylometioniny. Enzym katalizujący tę reację - adenozylotransferaza metioni- 
nowa charakteryzuje się wysoką wartością Km w stosunku do ATP (2 mM), czym różni 
się od SGC - enzymu biorącego udział w biosyntezie GSH, dla którego wartość Km 
w stosunku do ATP jest znacznie niższa (0,1 mM) [46, 47]. Dlatego w przypadku, 
kiedy źródłem cysteiny jest metionina, niedobór ATP w komórkach będzie w istotny 
sposób ograniczać biosyntezę GSH. Kolejnymi reakcjami w procesie transsulfuracji 
prowadzącymi do cysteiny są: demetylacja i usunięcie reszty adenozylowej z powsta­
niem homocysteiny. Kondensacja homocysteiny z seryną prowadzi do cystationiny, 
z której pod wpływem y-cystationazy powstaje cysteina.
Uważa się, że mechanizm regulacji procesu transsulfuracji metioniny jest związany 
z hamowaniem przez cysteinę, będącą końcowym produktem tych przemian, aktywno­
ści syntazy cystationinowej [48]. Pod wpływem diety wzbogacanej w cystynę lub 
w glutation [49], a także przy obniżonym poziomie metioniny następuje spadek aktyw­
ności syntazy cystationowej. Oznacza to, że szlak transsulfuracji metioniny jest regu­
lowany zarówno dostępnością metioniny, jak i cysteiny. U pacjentów z marskością 
wątroby obserwuje się spadek poziomu GSH, czemu towarzyszy hipermetioninemia 
[50]. Przyczyną tego jest najprawdopodobniej spadek w wątrobie aktywności adeno- 
zylotransferazy metioninowej, ponieważ po podaniu S-adenozylometioniny następuje 
wzrost poziomu GSH [51].
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Ryc. 11. Biodegradacja metioniny do cysteiny
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4.5. Udział glutationu w biodegradacji leków i innych ksenobiotyków
Reakcjami prowadzącymi w komórkach do spadku poziomu GSH są reakcje z RFT 
oraz z elektrofilnymi związkami powstającymi z ksenobiotyków z udziałem cytochro- 
mu P450 [1, 2, 3, 4], W nieobecności ksenobiotyków reakcje detoksykacji przebiegające 
z udziałem cytochromu P450 „konsumują” względnie małe ilości GSH.
Nukleofilna grupa -SH glutationu może reagować z elektrofilnymi substancjami 
pochodzenia zarówno endogennego, jak i egzogennego (ksenobiotykami - w tym le­
kami) z utworzeniem S-koniugatów glutationu, tj. tioeterów GSH [52],
Proces detoksykacji ksenobiotyków (greckie słowo xenos oznacza obcy), do któ­
rych należą również leki, przebiega w dwóch fazach:
Faza I to mikrosomalna transformacja cząsteczki ksenobiotyku z udziałem cyto­
chromu P450. Natomiast na etapie fazy II związki zmodyfikowane na skutek mikroso- 
malnego metabolizmu ulegają sprzęganiu z GSH, z kwasem glukuronowym, z kwasem 
siarkowym oraz z pewnymi aminokwasami.
Można się spodziewać, że celem obu faz przemian ksenobiotyków powinno być 
zmniejszenie toksyczności, a poprzez zwiększenie polarności wzrost rozpuszczalności 
w wodzie, a więc ułatwione wydalanie z ustroju. Niestety, jednak czasami obserwuje 
się pewien paradoks biochemiczny, mianowicie, ksenobiotyki w fazie I ulegają 
z udziałem cytochromu P45o przemianom do związków jeszcze bardziej niebezpiecz­
nych i toksycznych dla komórek, tzw. „reaktywnych metabolitów”. Dzieje się tak nie 
tylko na etapie mikrosomalnych przemian, ale czasami także na etapie dalszej biode­
gradacji powstających S-koniugatów glutationu. Spróbujmy zastanowić się, dlaczego 
jest to możliwe. Dlaczego wątroba czy nerki podejmują działania, które w efekcie dla 
ich komórek mogą okazać się toksyczne? Musimy sobie uświadomić, że podczas mi­
lionów lat ewolucji organizmy człowieka i zwierząt nigdy nie stykały się z tak „nie­
spodziewanymi” dla nich związkami i w takich ilościach, na jakie są narażone współ­
cześnie. Wśród ksenobiotyków o znaczeniu biochemicznym, z którymi musi stykać się 
współczesny człowiek, wymienić należy: leki, insektycydy i pestycydy, konserwanty 
oraz różne związki zanieczyszczające środowisko. Dlatego dla żywego organizmu 
stanowi to niespodziewany atak chemiczny, przed którym nie zawsze potrafi się sku­
tecznie obronić. Zatem należy go ograniczyć, a następnie poprzez dokładne poznanie 
mechanizmów biodegradacji ksenobiotyków (leków) i ich skutków, nauczyć się mu 
zapobiegać.
4.5.1. Powstawanie i biodegradacja S-koniugatów glutationu
Reakcja powstawania S-koniugatów glutationu może być nieenzymatyczna, jest 
jednak znacznie przyspieszana przez S-transferazy glutationowe [52], Detoksykacyjne 
reakcje GSH z elektrofilnymi ksenobiotykami do S-koniugatów GSH przebiegają 
głównie w wątrobie, którą cechuje najwyższa aktywność S-transferazy glutationowej.
SH S-X
S-transferaza glutationowa 
y-glu-cys-gly + RX -—-—-—-—-—— ---- > y-glu-cys-gly + RH
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W cyklu y-glutamylowym następuje biodegradacja zarówno glutationu, jak i jego 
S-koniugatów [11]. Powstające w hepatocytach S-koniugaty GSH (tioetery GSH) 
z udziałem translokazy ulegają transportowi na zewnątrz komórki (ryc. 12).
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Ryc. 12. Przemiany S-koniugatów glutationu w cyklu y-glutamylowym
(wg Meistera [11], zmodyfikowana)
Pierwszym krokiem ich biotransformacji jest usunięcie działaniem y-GT reszty 
glutaminianowej, a następnie glicynowej z powstaniem S-koniugatu cysteiny, który 
ulega wewnątrz komórek N-acetylacji do wydalanego z moczem kwasu merkapturo- 
wego. Kwasy merkapturowe są końcowymi produktami biodegradacji ksenobiotyków, 
których nazwa wzięła się stąd, że związki te podczas alkalicznej hydrolizy uwalniają 
merkaptany.
R —- S — CH-> — CH — COOH
I
NH —C —CH3II
O
Ogólny wzór kwasów merkapturowych
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Należy zwrócić uwagę, że przemiany te nieodwracalnie prowadzą do utraty reszty 
cysteiny z GSH. Dlatego w ekstremalnych przypadkach, jak np. w zatruciu paraceta- 
molem, podaje się N-acetylocysteinę (NAC prekursor cysteiny), żeby zapewnić ko­
nieczny dla przeżycia poziom GSH [53].
Powstawanie kwasu merkapturowego na przykładzie przeciwbólowego leku para- 
ceta molu (APAP)
Oksydatywny metabolizm APAP (p-acetamidofenolu) przebiegający z udziałem 
cytochromu P45o prowadzi do niezwykle reaktywnej i toksycznej N-acetylo-p- 
-benzochinono-iminy [54], Ten „reaktywny metabolit” przy terapeutycznych dawkach 
paracetamolu ulega w wątrobie całkowitej detoksykacji w reakcjach z GSH prowadzą­
cych do kwasu merkapturowego (ryc. 13).
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Ryc. 13. Biodegradacja paracetamolu do kwasu merkapturowego
Natomiast w przypadkach przedawkowania APAP, dochodzi do szybkiego wyczer­
pania się komórkowej puli siarczanów i GSH, co prowadzi do zaburzenia systemu 
antyoksydacyjnego hepatocytów. Równocześnie nadmiar powstającego „reaktywnego 
metabolitu” powoduje arylację DNA i białek (ryc. 14), modyfikację grup sulfhydrylo- 
wych oraz znaczne nasilenie się reakcji oksydacyjnych, co wszystko razem prowadzi 
do nekrozy wątroby [54].
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Ryc. 14. Kowalencyjna modyfikacja białek przez „reaktywny metabolit” paracetamolu 
(N-acetylo-p-benzochinono-iminę) w momencie wyczerpania się komórkowej puli GSH
Taki „reaktywny metabolit” wiążąc się kowalencyjnie z białkami, może zmienić ich 
strukturę i antygenowość, czyli działa jak hapten (ryc. 14). Ponadto różne chemiczne 
kancerogeny po aktywacji mogą reagować z DNA, co prowadzi do kancerogenezy.
Rola wątroby polega głównie na biosyntezie GSH i detoksykacji ksenobiotyków do 
tioeterów (GSX), a następnie ich translokacji na zewnątrz komórek [11, 12], Dzięki 
temu nie tylko GSH, ale i GSX mogą następnie z krwiobiegiem docierać do odległych 
tkanek i narządów (ryc. 15). Dlatego większość problemów związanych z dalszą bio­
degradacją GSX, podobnie jak i samego GSH, ze względu na wysoką aktywność y-GT 
przejmują na siebie nerki (ryc. 15) [55], Oznacza to, że wszelka związana z tymi prze­
mianami toksyczność będzie również dotyczyć tego narządu. Powstające w wątrobie 
S-koniugaty GSH i produkty ich dalszych przemian najczęściej są mniej toksyczne niż 
same ksenobiotyki. Może się jednak zdarzyć, że biodegradacja S-koniugatów prowa­
dzić będzie do bioaktywacji i związanej z tym nefrotoksyczności. W takich przypad­
kach następstwem selektywnej biodegradacji, jakiej ulegają GSX w nerkach, może być 
równocześnie selektywna toksyczność dla tego narządu związana z aktywnością enzy­
mu charakterystycznego dla tego narządu - [3-Iiazy (p. rozdział 2).
Prace doświadczalne z zastosowaniem specyficznych inhibitorów y-GT pozwalają 
potwierdzić lub wykluczyć, czy obserwowana nefrotoksyczność ksenobiotyków jest 
związana z biodegradacją S-koniugatów. Jeżeli przy równoczesnym podaniu nefrotok- 
sycznego ksenobiotyku i specyficznego inhibitora y-glutamylotranspeptydazy - aciwi- 
cyny nastąpi zmniejszanie nefrotoksyczności, oznacza to, że przyczyną jest biodegra­
dacja S-koniugatu GSH. Na przykład, cis-platyna jest przeciwnowotworowym lekiem 
o nefrotoksycznym działaniu ubocznym, wywołującym ostrą, rozległą martwicę kana­
lików proksymalnych nefronu [56]. Nie obserwuje się nefrotoksyczności tego leku 
u zwierząt doświadczalnych, którym równocześnie podawano acivicin [57]. Również 
pod wpływem tego specyficznego inhibitora y-GT znacznie zmniejsza się nefrotok­
syczność 1,2-dichlorowinylu [58].
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Podsumowując, tiolowy tripeptyd glutation (GSH) pełni w komórkach rolę czynni­
ka detoksykującego elektrofilne ksenobiotyki. Niezależnie jednak od swych ważnych 
funkcji biologicznych może czasami z jego udziałem dochodzić do szczególnie nie­
bezpiecznej dla nerek bioaktywacji S-koniugatów związanej z powstaniem toksycz­
nych, reaktywnych tioli (p. rozdział 2).
4.5.2. Leukotrieny - endogenne S-koniugaty glutationu
Prawie 60 lat temu zauważono, że w szoku anafitaktycznym uwalnia się substancja, 
która kurczy oskrzela silniej i dłużej od histaminy. Następnie ustalono, że jest to mie­
szanina leukotrienów LTC4, LTD4 i LTE4 będących S-koniugatami glutationu, cyste- 
inyloglicyny i cysteiny, które przy nadmiernej biosyntezie odgrywają ważną rolę 
w astmie oskrzelowej (ryc. 16).
Substancją macierzystą leukotrienów jest kwas arachidonowy, uwalniany z błon 
komórkowych na skutek uaktywnienia się lipaz. Następnie pod wpływem 
5-lipooksygenazy i hydrolazy ulega przekształceniu w leukotrien A4, który z udziałem 
swoistej S-transferazy glutationowej przechodzi w leukotrien C4 będący S-koniugatem 
glutationu. Pod wpływem y-GT następuje hydroliza reszty glutaminianu z powstaniem 
leukotrienu D4 (będącego S-koniugatem cysteinyloglicyny), z którego pod wpływem 
dipeptydazy uwalnia się leukotrien E4 (S-koniugat cysteiny) [59],
Leukotrieny C4, D4 i E4 określane są wspólną nazwą leukotrienów cysternowych, ze 
względu na obecność cysteiny w cząsteczce. Są wysoce biologicznie aktywną grupą 
związków biorących udział w kurczliwości mięśni gładkich, w napięciu naczyń, 
w funkcjach leukocytów. Przemiany C4 do D4 i wreszcie do E4 uważa się za formę 
biokonwersji, gdyż przemiany te dokonują się w czasie trwania wywoływanego skur­
czu oskrzeli. Każdy z tych leukotrienów wykazuje swoistą aktywność biologiczną, 
a najbardziej stabilny jest leukotrien E4.
Mechanizm skurczowego działania leukotrienów polega na bezpośrednim oddzia­
ływaniu na mięśnie gładkie oskrzeli [60], Pod wpływem LTE4, u chorych na astmę 
oskrzelową występuje nadreaktywność na histaminę, co nasila skurcz oskrzeli wywo­
łany histaminą, a efektu takiego nie obserwuje się u osób zdrowych. Leukotrieny cy­
sternowe są zatem przykładem związków powstających endogennie z udziałem GSH 
mogących uczestniczyć w patogennym działaniu. Badania nad inhibitorami 
5-lipooksygenazy nie wykazują korzystnego wpływu na przebieg skurczu oskrzeli 
u chorych z astmą [61]. Natomiast bardziej obiecujące są wyniki uzyskane 
w badaniach nad nowymi swoistymi antagonistami receptorów leukotrienowych.
4.6. Ekspresja aktywności y-glutamylotranspeptydazy (y-GT)
w procesie nowotworowym
Wewnątrzkomórkowy glutation spełnia ważną antyoksydacyjną rolę, natomiast ze- 
wnątrzkomórkowy GSH może w pewnych warunkach z udziałem y-GT prowadzić do 
transformacji nowotworowej. Działanie mutagenne GSH jest następstwem pojawienia 
się „oksydacyjnej” aktywności y-GT, prowadzącej do cytotoksyczności i mutacji [62],
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Prooksydacyjne działanie tioli zależy od wartości pK grupy -SH, czyli jest związane 
z możliwością dysocjacji do anionu tiolanowego [63] (p. rozdział 1). Okazuje się, że 
produkt działania y-GT - tiolowy dipeptyd cysteinyloglicyna (Cys-Gly) charakteryzuje 
się niską wartością pK grupy -SH (pKa(SH) = 6,4) [63], czego konsekwencją jest ła­
twość dysocjacji do jonu tiolanowego (-S"). Wyjaśnia to bardzo silne w porównaniu 
z GSH (pKa(SH) = 8,56) działanie prooksydacyjne i mutagenne Cys-Gly. Badania in 
vitro potwierdzają prooksydacyjne działanie tego dipeptydu i pozwalają przypuszczać, 
że sytuacja taka może również się „zdarzyć” in vivo w płynach pozakomórkowych 
(w osoczu) w pobliżu komórek charakteryzujących się wysoką aktywnością y-GT [63, 
64], Niebezpieczeństwo toksycznego działania Cys-Gly powstającej z GSH pojawia się 
wraz z równoczesną obecnością jonów żelaza i prowadzi do wolnorodnikowych reakcji 
łańcuchowych (p. rozdział 1). Ponadto w przypadku toksycznych tioli inicjacja perok- 
sydacji lipidów może przebiegać nawet w nieobecności tlenu, ponieważ powstające 
rodniki tiylowe mogą bezpośrednio reagować z wiązaniami podwójnymi lipidów 
(p. rozdział 1).
Peroksydacyjne i genotoksyczne uszkodzenia DNA związane z aktywnością y-GT 
są najprawdopodobniej konsekwencją następującego ciągu wydarzeń [64]:
SH SH
i y-GT Iglu-cys-gly —► y-glu-AA + cys-gly
GSH AA
SH S’
cys-gly « » cys-gly + h+
S’ s*
_ +3 I . +2
cys-gly + Fe -----------------► cys-gly + Fe
Fe+2+ O2 --------------* Fe+3+ Oj
Pod wpływem inicjujących czynników prooksydacyjnych następuje lokalny spadek 
GSH w komórkach, czemu towarzyszy nadmierny wzrost aktywności y-GT, co stanowi 
pierwsze obserwowane zmiany w powstających ogniskach przednowotworowych. 
Następnie anion tiolanowy dipeptydu Cys-Gly redukuje uwalniane z transferryny ka­
tiony Fe+3 do Fe+2 z powstaniem niebezpiecznych rodników tiylowych (-S’). Powstają­
ce jony Fe+2 w reakcji z O2 utleniają się ponownie do Fe+3, czemu towarzyszy powsta­
nie anionorodnika ponadtlenkowego (O2:), który w reakcji Fentona przechodzi 
w niebezpieczny rodnik 'OH wywołujący peroksydację lipidów i uszkodzenia DNA 
(p. rozdział 1).
Zatem nasilenie zewnątrzkomórkowych przemian GSH na skutek wzrostu aktyw­
ności y-GT może w obecności jonów żelaza prowadzić do powstania mikrośrodowiska 
bogatego w wolne rodniki i prowadzić do genetycznych uszkodzeń i kancerogenezy. 
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Potwierdzeniem kancerogennego działania nadmiernej aktywności y-GT jest trans- 
fekcja komórek z cDNA y-GT prowadząca do w pełni tumorogennych fenotypów ko­
mórek [65], Ponieważ Cys-Gly w fizjologicznych warunkach powstaje tylko zewnątrz- 
komórkowo, dlatego DNA i białka cytozolu nie są narażone na ewentualną toksycz­
ność tego dipeptydu. Spośród RFT powstających na zewnątrz komórek do cytozolu 
może przechodzić tylko nadtlenek wodoru (H2O2), dla którego błona komórkowa nie 
stanowi przeszkody. Pozostałe, krótko żyjące RFT nie mają takiej możliwości, mogą 
natomiast prowadzić do peroksydacji lipidów błon komórkowych. Wolne rodniki po­
wstające w komórkach mogą zarówno bezpośrednio reagować z DNA, jak również 
ułatwiać interakcję kancerogenów z DNA. Mogą również indukować kancerogenezę 
poprzez aktywację kinaz i ekspresję genów wczesnej odpowiedzi [66]. Narządem, 
który charakteryzuje się najwyższą aktywnością y-GT, są nerki [16], pomimo tego 
w fizjologicznych warunkach nie dochodzi do peroksydacyjnych uszkodzeń 
i kancerogenezy, ponieważ stężenie jonów żelaza w przesączu kłębkowym jest bardzo 
niskie. Stwierdzono jednak, że po podaniu szczurom związków żelaza następuje inicja­
cja transformacji nowotworowej w mikrokosmkach kanalików, czyli właśnie tam, 
gdzie zlokalizowana jest aktywność y-GT [67], Powszechność występowania y-GT 
świadczy, że nie jest enzymem indukowalnym, natomiast pojawiająca się nadmierna 
ekspresja aktywności jest raczej procesem związanym z transformacją komórek.
Cysteina jest aminokwasem limitującym wzrost nowotworów, tymczasem 
w komórkach nowotworowych metionina nie może być jej prekursorem ze względu na 
całkowity brak aktywności y-cystationazy [68]. Komórki nowotworowe charakteryzują 
się jednak wysoką aktywnością y-GT, co umożliwia uzyskiwanie cysteiny w wyniku 
biodegradacji GSH. Zatem nadmierna ekspresja aktywności y-GT zapewnia komórkom 
nowotworowym selektywną dostępność cysteiny koniecznej do intensywnej biosyntezy 
białek. Równocześnie zapewnia to tym komórkom wysoki poziom GSH i związaną 
z tym skuteczną obronę anty oksydacyjną i detoksykacyjną. Ponadto w wyniku trans­
formacji nowotworowej dochodzi do zmian w składzie kwasów tłuszczowych błon 
komórkowych, co powoduje, że stają się bardziej oporne na peroksydację lipidów [69]. 
Oznacza to, że komórki nowotworowe w odróżnieniu od komórek prawidłowych ce­
chują się nie tylko skuteczniejszą obroną anty oksydacyjną, ale i zmniejszoną wrażli­
wością na peroksydacyjne uszkodzenia.
Pojawiająca się w komórkach nowotworowych oporność na cytostatyki jest proce­
sem wieloczynnikowym i obejmuje zarówno zmiany w transporcie leków, jak i wzra­
stające zdolności detoksykacyjne [70]. W komórkach nowotworowych opornych na 
cytostatyki następuje nadmierna ekspresja biosyntezy syntetazy y-glutamylocystei- 
nowej, co prowadzi do wzrostu poziomu GSH [71], Wysokie stężenie GSH [71, 72] 
jak również ekspresja aktywności S-transferazy glutationowej (STG) w komórkach 
nowotworowych [73] oznacza możliwość reakcji S-koniugacji leków, a także skutecz­
niejszą detoksykację RFT oraz zwiększoną skuteczność mechanizmów naprawczych 
i zapobiegających uszkodzeniom DNA i białek.
Wysoka aktywność y-GT i STG w nowotworach oznacza nieograniczoną dostęp­
ność cysteiny i w związku z tym wysoki poziom GSH w komórkach oraz możliwość 
skutecznej detoksykacji leków [73, 74]. W komórkach nowotworowych wysoka ak­
tywność y-GT prowadzi do zmniejszania toksyczności cis-piatyny [75], podczas gdy 
w nerkach, które również charakteryzują się wysoką aktywnością tego enzymu, nastę­
puje wzrost toksyczności tego leku [57], Oznacza to, że w obu tych przypadkach wy­
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stępują różne mechanizmy biodegradacji. W nowotworach cis-platyna ulega koniugacji 
z GSH, a następnie jest wydalana z komórek w postaci nieaktywnego S-koniugatu 
[76], W nerkach cis-platyna ulega również przekształceniu w S-koniugat GSH, który 
jednak następnie ulega dalszej biodegradacji z udziałem 0-liazy do toksycznych tioli 
(p. rozdział 2). Istotną rolę w skutecznej detoksykacji ksenobiotyków odgrywa także 
zależna od ATP pompa S-koniugatów glutationu. Ponieważ komórki nowotworowe 
cechują się nadaktywnością pompy S-koniugatów, oznacza to, że również ten fakt 
może być jedną z przyczyn pojawiającej się oporności na leki [77],
4.7. Strategie modulowania poziomu glutationu w komórkach
Glutation odgrywa centralną rolę w detoksykacji zarówno wolnych rodników, jak 
i powstających „reaktywnych metabolitów”. Spadek poziomu GSH i cysteiny 
w komórkach towarzyszy takim stanom patologicznym, jak niedożywienie, choroba 
Parkinsona, stany zapalne, AIDS oraz towarzyszy procesowi starzenia się [78]. Bardzo 
często również sama terapia jest związana z oksydacyjnymi reakcjami i dodatkowo 
prowadzi do obniżania się poziomu GSH [79]. Powoduje to zaburzenie statusu redok- 
sowego tioli, a tym samym prowadzi do zakłócenia fizjologicznej równowagi 
w komórkach pomiędzy prooksydantami i antyoksydantami. W takich sytuacjach 
możliwość regulowania poziomu GSH w tkankach może stanowić istotny czynnik 
wspomagający leczenie. Dlatego celem tego podrozdziału jest przedstawienie wszyst­
kich prowadzonych w tym kierunku dotychczasowych badań, a także dyskusja nad 
możliwościami farmakologicznej kontroli poziomu GSH w tkankach [80].
Przy podejmowaniu prób modyfikacji poziomu GSH w komórkach należy pamię­
tać, że biosynteza GSH, podobnie jak i innych metabolicznie ważnych związków, 
podlega kontroli poprzez ujemne sprzężenie zwrotne [35, 36]. Nie można przekraczać 
optymalnego, fizjologicznego stężenia GSH, jak również nie można go obniżać poniżej 
pewnej wartości krytycznej prowadzącej do śmierci komórki. Zatem wszelka manipu­
lacja powinna się odbywać tylko w zakresie fizjologicznych stężeń tego tripeptydu. 
Podawanie GSH lub jego prekursorów ma zatem sens jedynie w momencie rzeczywi­
stego spadku poziomu GSH, a podawanie na zapas lub w nadmiarze może być niebez­
pieczne [12, 34]. Musi zatem zaistnieć ścisła korelacja działania pomiędzy czynnikami 
powodującymi spadek poziomu GSH a czynnikami stymulującymi jego biosyntezę. 
Działanie mające na celu podwyższenie poziomu GSH będzie korzystne we wszystkich 
stanach chorobowych, którym towarzyszy spadek poziomu GSH, natomiast obniżenie 
poziomu GSH jest wskazane dla wywołania krótkotrwałej immunosupresji w powiąza­
niu z transplantacją narządów, a także w komórkach nowotworowych dla selektywne­
go zwiększania ich wrażliwości na chemio- i radioterapię. Sam glutation nie może być 
stosowany jako lek, ponieważ nie jest transportowany poprzez błony komórkowe [81]. 
Monoestry glutationu (metylowy, etylowy, propylowy), poprzez swój zwiększony 
charakter hydrofobowy, nie napotykają tego typu trudności i prowadzą do wzrostu 
poziomu GSH w komórkach [82], Należy jednak pamiętać, że estry GSH ulegają 
w komórkach enzymatycznej hydrolizie nie tylko do wolnego glutationu, ale i do od­
powiedniego toksycznego alkoholu. Ponadto estry glutationu niebędące substratem dla 
kontrolowanej biosyntezy GSH mogą stwarzać niebezpieczeństwo przekroczenia fi­
zjologicznych stężeń GSH, czego skutkiem mogą być obserwowane zmiany morfolo-
giczne w nerkach [83]. Sposobem podawania substancji, które nie mogą pokonywać błon 
komórkowych, jest stosowanie liposomów. W tej postaci podany dożylnie GSH pozwala 
na zachowanie swego fizjologicznego stężenia w wątrobie myszy po podaniu toksycz­
nych dawek APAP [84], Osłaniające działanie mogą także pełnić związki tiolowe, będą­
ce nukleofilnymi analogami GSH, takie jak cysteamina, penicylamina, kwas liponowy 
czy koenzym A. Szczególną rolę detoksykacyjną odgrywa tiolowy aminokwas - cysteina 
będąca w komórkach zarówno prekursorem GSH, jak i siarczanów biorących również 
udział w reakcjach detoksykacji (p. rozdział 2). Jednak z powodu swej ogromnej neuro­
toksyczności cysteina nie może być podawana jako lek. Dlatego wprowadzenie jej do 
komórek w postaci nietoksycznych prekursorów stwarza możliwość podnoszenia pozio­
mu GSH, a tym samym wpływa na najbardziej istotne biologiczne procesy.
Dostępność cysteiny w komórkach zależy od transportu cysteiny i cystyny, od 
możliwości biodegradacji metioniny do cysteiny, a także od zdolności odzyskiwania 
cysteiny w wyniku zewnątrzkomórkowej biodegradacji GSH w cyklu y-gluta- 
mylowym. Biosynteza GSH jest również uzależniona od stanu energetycznego komó­
rek, to znaczy od poziomu ATP. Metionina w swych przemianach do cysteiny wymaga 
ATP, dlatego po jej podaniu następuje spadek poziomu ATP w komórkach [85] (ryc. 
11). Do nietoksycznych prekursorów cysteiny podawanych w celu zwiększania pozio­
mu GSH w komórkach należy również analog 5-oksoproliny - kwas 2-okso- 
tiazolidyno-4-karboksylowy (OTC). Jest nietoksycznym związkiem, lipofilnym, poko­
nującym błonę komórkową w procesie dyfuzji, przekształcanym w komórkach enzy­
matycznie do cysteiny i podnoszącym poziom GSH w różnych tkankach [1, 12]. Jed­
nak kwas 2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy (ryc. 17), podobnie jak metionina 
(ryc. 11), wymaga w swych enzymatycznych przemianach do cysteiny ATP. Tymcza­
sem w komórkach dotkniętych stanami patologicznymi, związki dostarczające cysteinę 
w sposób energetycznie kosztowny nie mogą być pożądanymi i skutecznymi prekurso­
rami tego aminokwasu [19, 20], Kolejną grupą związków są pochodne cysteiny z za­
blokowaną grupą karboksylową, takie jak amidy i estry, lub N-podstawne pochodne, 
jak np. N-alkilocysteina czy dipeptydy cysteiny. Wszystkie te związki zachowują jed­
nak wolną grupę hydrosulfidową (są tiolami) i dlatego potencjalnie mogą ulegać spon­
tanicznemu utlenieniu do odpowiednich disiarczków, co zawsze niesie z sobą niebez­
pieczeństwo peroksydacyjnych uszkodzeń. W chwili obecnej N-acetylocysteina (NAC) 
jest powszechnie stosowanym terapeutycznie związkiem, zarówno jako źródło cysteiny 
prowadzące do wzrostu poziomu GSH [86], a także jako lek mukolityczny [87], Dzia­
łanie NAC obejmuje zewnątrzkomórkową redukcję cystyny do łatwiej transportowanej 
cysteiny, jest również związane z wewnątrzkomórkową, enzymatyczną deacetylacją do 
koniecznej dla biosyntezy GSH cysteiny. Pomimo tego, że toksyczność NAC jest po­
wszechnie uważana za niską, jednak nie można jej całkowicie wykluczyć [88]. Intere­
sującą grupą związków siarki okazały się tiazolidynowe pochodne, będące produktami 
nieenzymatycznej kondensacji L-cysteiny ze związkami karbonylowymi. Związki te są 
„pozbawione” grupy -SH, co umożliwia wprowadzenie do komórek cysteiny w postaci 
„zamaskowanej”, a więc nietoksycznej. Badania nad tą grupą związków były począt­
kowo głównie prowadzone nad kwasem tiazolidyno-4-karboksylowym, produktem 
kondensacji cysteiny z formaldehydem (CF). Wykazano, że związek ten uwalnia cy­
steinę na drodze enzymatycznej oraz wykazuje działanie hepatoprotekcyjne [89] 
i kancerostatyczne [90]. Zauważono jednak, że CF może wywoływać szczególnie
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u dzieci neurotoksyczne działania uboczne [91], Badania nad tiazolidynowymi po­
chodnymi produktami reakcji kondensacji cysteiny z monocukrami wykazały ochronne 
działanie kwasu 2-D-rybopentahydroksypentylo-tiazolidyno-4-karboksylowego (pro­
duktu kondensacji cysteiny z D-rybozą) w zatruciu paracetamolem oraz cyklofosfami- 
dem [92]. Hepatoprotekcyjne działanie w zatruciu paracetamolem wykazuje również 
produkt kondensacji cysteiny z glukozą, a także z pirogronianem [93, 94], Pod wpły­
wem tych tiazolidynowych pochodnych następował w wątrobie długotrwały wzrost 
poziomu GSH, utrzymujący się do 12 godz. i dłużej. Podczas gdy po podaniu NAC lub 
OTC wzrost poziomu GSH jest krótkotrwały, a maksimum przypada na 4 godzinę od 
podania związku. Działanie osłaniające przed toksycznością acetaminofenu wykazuje 
również występująca w czosnku rozpuszczalna w wodzie S-allylomerkaptocysteina 
[95].
Obiecujące możliwości podnoszenia poziomu GSH w komórkach wiążąsię również 
ze wzrostem aktywności syntetazy y-glutamylocysteinowej (SGC) technikami transferu 
genów [22],
Pomimo licznych badań i ogromnego zainteresowania się możliwościami farma­
kologicznej regulacji poziomu GSH w komórkach wciąż bardzo trudno na podstawie 
poznanych mechanizmów regulacji biosyntezy GSH precyzyjnie zaprogramować 
oczekiwane zmiany w poziomie tego tripeptydu. Trudności te są związane z faktem, że 
do tej pory znacznie mniej poznano mechanizmy regulujące procesy wykorzystywania 
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GSH w komórkach. Ponadto poszczególne tkanki i przestrzenie subkomórkowe cha­
rakteryzują się zróżnicowanymi stężeniami tioli, a poszczególne prekursory cysteiny 
i glutationu wykazują różne możliwości transportu poprzez błony komórkowe i sub­
komórkowe. Wszystko to powoduje, że problem dostarczania i modulowania poziomu 
tioli w określonych tkankach jest złożony. Dlatego na podstawie jedynie informacji 
o poziomie substratów i aktywności enzymów oraz odpowiednich systemów transpor­
tujących wciąż nie do końca można przewidzieć wpływ prekursorów GSH na ostatecz­
ny poziom tego tripeptydu w różnych typach komórek.
W badaniach nad podawaniem prekursorów tioli należy zwracać uwagę na ko­
nieczność zachowania fizjologicznego pH, izotoniczności oraz na grożące potencjalne 
niebezpieczeństwo związane z powstawaniem nadmiaru GSSG. Dlatego wszystkie 
prekursory glutationu i cysteiny w celu zobojętnienia należy podawać w postaci soli, 
a dla zachowania izotoniczności korzystnym sposobem jest podawanie w postaci lipo- 
somów.
4.7.1. Znaczenie w terapii nowotworowej zróżnicowanego poziomu niebialko- 
wych tioli
Szczególnym problemem klinicznym związanym z chemio- i radioterapią nowo­
tworów są towarzyszące temu uszkodzenia tkanek prawidłowych. Dlatego pomimo 
faktu, że dysponuje się obecnie coraz skuteczniejszymi lekami o działaniu cytostatycz­
nym, możliwość ich stosowania jest ograniczona ze względu na wysokość dopuszczal­
nych dawek. Dlatego w terapii nowotworów bezwzględnie konieczne staje się opraco­
wanie wspomagających leczenie strategii osłaniających. W najbardziej idealnym przy­
padku mogłoby to polegać na protekcyjnym działaniu odpowiednich związków 
w stosunku do tkanek zdrowych, przy równoczesnym zwiększeniu wrażliwości na 
terapię komórek nowotworowych. Opracowanie sposobów mogących prowadzić do 
zwiększania skuteczności i bezpieczeństwa terapii jest możliwe przy wykorzystaniu 
istniejących różnic metabolicznych i genetycznych, jakie występują pomiędzy komór­
kami zdrowymi i nowotworowymi.
Istnieje coraz więcej dowodów na to, że toksyczność leków i promieniowania zale­
ży od poziomu GSH w komórkach [96] oraz że spadek poziomu GSH zwiększa się 
cytotoksyczne działanie leków [97], Równocześnie jedną z przyczyn mechanizmów 
wywołujących oporność na leki i promieniowanie w komórkach nowotworowych jest 
wysoki poziom GSH i zwiększona możliwość inaktywacji leków poprzez ich koniuga­
cję z GSH [98]. Dlatego Meister i współpracownicy [99], w celu ingerencji 
w komórkowe mechanizmy detoksykacyjne, wprowadzili próby selektywnego modu­
lowania, tj. zarówno podnoszenia, jak i obniżania komórkowych stężeń GSH.
4.7.1.1. Obniżanie poziomu glutationu w nowotworach
Komórki nowotworowe charakteryzują się znacznie wyższym poziomem GSH oraz 
wyższą aktywnością S-transferazy glutationowej niż komórki prawidłowe [100, 101]. 
Istnieje wiele dowodów na to, że wzrost oporności na cytostatyki i radioterapię jest 
następstwem wzrostu poziomu GSH oraz wzrostu aktywności S-transferazy glutatio­
nowej i y-glutamylotranspeptydazy w komórkach nowotworowych [102, 103]. Opór- 
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ność nowotworów na leki wynikająca z podniesionego poziomu GSH jest poważnym 
problemem klinicznym, ponieważ jeżeli występuje w stosunku do jednego leku, ozna­
cza również oporność w stosunku do innych leków, a także prowadzi do zmniejszenia 
skuteczności radioterapii. Wykrycie i wprowadzenie przez Meistera [99, 104] inhibito­
rów biosyntezy GSH, takich jak butioninosulfoksyimina (BSO), zostało wykorzystane 
do badań nad zależnością pomiędzy poziomem GSH w komórkach nowotworowych 
a ich wrażliwością na stosowane leczenie. Teoretycznie zahamowanie biosyntezy GSH 
pod wpływem działania inhibitorów biosyntezy GSH powinno nastąpić zarówno 
w tkankach prawidłowych, jak i nowotworowych. Terapeutycznie korzystnego efektu 
można się zatem spodziewać tylko wtedy, kiedy komórki prawidłowe i nowotworowe 
będą wykazywać istotne różnice w zapotrzebowaniu na GSH. Wysoki poziom GSH 
w komórkach nowotworowych świadczy o tym, że komórki o intensywnej proliferacji 
charakteryzują się zwiększonym zapotrzebowaniem na ten tripeptyd, który dostarcza 
cysteiny i wywiera bezpośredni wpływ na biosyntezę DNA [105], reguluje aktywność 
enzymatyczną białek, a także zapewnia skuteczną detoksykację ksenobiotyków. Pro- 
staglandyny PGA i PGJ powodują zahamowanie wzrostu komórek nowotworowych, 
a właściwości te tracą w reakcjach koniugacji z GSH [106]. Antyproliferacyjne działa­
nie PGJ2 silnie wzrasta wraz ze spadkiem poziomu GSH w komórkach. Dlatego z tych 
wszystkich powodów obniżanie poziomu GSH w komórkach nowotworowych może 
nie tylko zwiększać skuteczność terapii, ale może również wpływać hamująco na proli­
ferację i wzrost nowotworu. Zastosowanie inhibitorów biosyntezy GSH wydaje się 
także celowe w przypadku komórek nowotworowych opornych na leki o wysokim 
stężeniu GSH [107]. Zarówno badania in vivo, jak i in vitro wykazały, że pod wpły­
wem BSO wzrasta wrażliwość komórek nowotworowych opornych na leki i promie­
niowanie [99, 108]. Zaobserwowano, że w mysiej leukemii pod wpływem BSO obser­
wuje się zwiększoną wrażliwość w stosunku do fenyloalaninoiperytu [109]. Prowadzo­
ne są już również kliniczne badania nad wspomagającym działaniem BSO w terapii 
nowotworów [99],
4.7.1.2. Podnoszenie poziomu glutationu w tkankach prawidłowych podczas terapii 
nowotworowej
Możliwość osłaniania tkanek prawidłowych poprzez podnoszenie poziomu GSH 
podczas toksycznej terapii nowotworowej była również rozważana i badana przez Mei­
stera i współpracowników [99, 110, 111]. Wszystkie związki wprowadzające do komó­
rek glutation, jak również konieczną do jego biosyntezy cysteinę, teoretycznie powinny 
zwiększać poziom tego trójpeptydu zarówno w komórkach zdrowych, jak i nowotwo­
rowych. Tymczasem okazuje się, że np. monoester etylowy glutationu, z którego GSH 
uwalnia się w komórkach na drodze enzymatycznej hydrolizy, skutecznie osłania wątro­
bę, nie oferując równocześnie takiej samej protekcji komórkom nowotworowym [112]. 
Roberts i współpracownicy [113] wykazali, że tiazolidynowa pochodna będąca produk­
tem kondensacji cysteiny z D-rybozą (Cys-Ryb) wywiera selektywnie korzystny wpływ 
na poziom GSH u myszy obarczonych nowotworem, równocześnie nie zmniejsza przy 
tym przeciwnowotworowego działania cyklofosfamidu [114], Również selektywnym 
działaniem charakteryzuje się kwas 2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy (OTC), który 
obniża poziom GSH w samym nowotworze, natomiast podnosi w komórkach zdrowych
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[115]. W tym przypadku może to być spowodowane faktem, że komórki prawidłowe, 
w przeciwieństwie do nowotworowych, wykazują większą aktywność 5-oksoprolinazy, 
koniecznej dla przemian OTC do cysteiny.
Zatem ostateczny efekt działania różnych prekursorów cysteiny lub GSH jest uwa­
runkowany różnym zapotrzebowaniem na cysteinę i GSH komórek prawidłowych 
i nowotworowych. Może być również związany z różną specyficznością transportu 
poprzez błony komórkowe oraz z różną aktywnością enzymów związanych z uwalnia­
niem się cysteiny lub GSH z odpowiednich prekursorów.
4.7.2. Immunomodulacyjne właściwości związków dostarczających 
limfocytom T L-cysteinę
Limfocyty T są całkowicie uzależnione od dostępności egzogennej cysteiny, gdyż 
nie syntetyzują cysteiny z metioniny, jak również nie posiadają możliwości transportu 
z osocza cystyny [116], Makrofagi pełnią rolę „pompy” cysteinowej dla komórek T, 
gdyż w momencie „prezentowania” antygenu równocześnie dostarczają limfocytom T 
cysteinę, która jest bezwzględnie konieczna dla przejścia z fazy oczekiwania na anty­
gen Go w fazę Gj, zwaną transformacją blastyczną [ 117, 118]. Zatem proces aktywacji 
limfocytów T oprócz antygenu i 1L-2 wymaga również cysteiny jako czynnika współ- 
stymulującego. W badaniach in vitro stwierdzono, że biosynetza DNA i białek 
w limfocytach T jest zależna od egzogennej cysteiny [110]. Wykazano również ścisłe 
uzależnienie liczby komórek CD4+ od poziomu cysteiny w osoczu, stwierdzając nieko­
rzystny wpływ zarówno niedoboru, jak i nadmiaru cysteiny na liczbę tych komórek 
[105, 117, 118], Nawet częściowy niedobór GSH w limfocytach T dramatycznie za­
kłóca transformację blastyczną i proliferację oraz powstawanie cytotoksycznych komó­
rek T [117, 118, 119], Oznacza to, że GSH i cysteina, wzajemnie od siebie uzależnione 
związki tiolowe, są czynnikami regulującymi immunologiczne funkcje komórek T.
Tiole jako regulatory ekspresji genów
Wysoki stosunek w fizjologicznych warunkach GSH/GSSG zapewnia komórkom 
redukujące środowisko i oznacza, że nie istnieje niebezpieczeństwo nadmiaru disulfi- 
dów. Jednak pod wpływem procesów prooksydacyjnych może nastąpić spadek GSH 
i wzrost GSSG, co może wpływać na aktywację wrażliwych na potencjał redoksowy 
czynników transkrypcyjnych komórek. Czynniki transkrypcyjne są białkami regulacyj­
nymi, rozpoznającymi specyficzne sekwencje DNA, z którym wiążą się i naprowa­
dzają odpowiednią polimerazę RNA w procesie biosyntezy odpowiedniego mRNA. 
W limfocytach T występuje jądrowy czynnik transkrypcyjny (NFKB) odpowiedzialny 
za indukcję transkrypcji genów związanych z odpowiedzią immunologiczną [120]. 
Aktywacja NFKB następuje pod wpływem różnych patogenów, jak wirusy, bakterie, 
promieniowanie. Miejsce wiązania NFKB jest zlokalizowane w regionie promotora 
wielu genów związanych z odpowiedzią immunologiczną. Aktywatorami NFKB są 
czynniki indukujące stres oksydacyjny, takie jak czynnik martwicy nowotworowej 
TNFa, interleukina 1 i nadtlenek wodoru (H2O2) lub raczej powstający z niego rodnik 
'OH [121]. Natomiast antyoksydanty, głównie związki tiolowe i czynniki chelatujące 
jony metali, przeciwdziałają aktywacji NFKB [122, 123]. NFKB jest zbudowany 
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z trzech podjednostek, dwie z nich to podjednostki p50 i p65, trzecia podjednostka IKB, 
występująca w cytoplazmie pełni rolę inhibitorową (ryc. 18).
Ryc. 18. Aktywacja jądrowego czynnika transkrypcyjnego (NFKB)
Stres oksydacyjny powoduje dysocjację podjednostki inhibitorowej, co umożliwia 
pozostałemu dimerowi przejście do jądra i aktywację odpowiednich genów. Przypusz­
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cza się, że stres oksydacyjny prowadzi do aktywacji kinaz, co wywołuje wzmożoną 
fosforylację podjednostki inhibitorowej 1KB, a to prowadzi do jej biodegradacji [122] 
(ryc. 18). Wzrost GSH w limfocytach, na przykład poprzez podanie NAC, prowadzi do 
zahamowania fosforylacji i w konsekwencji do inaktywacji NFKB. Dlatego uważa się, 
że w procesie aktywacji NFKB krytyczną rolę odgrywa tiolowy status redoksowy ko­
mórek. W warunkach redukcyjnych, to znaczy przy prawidłowym stosunku GSH/ 
GSSG, czynnik transkrypcyjny NFKB pozostaje w cytoplazmie w postaci nieaktywnej. 
NFkB jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym również w stanach zapalnych 
przez RFT, czemu przeciwdziałają antyoksydanty lub czynniki powodujące wzrost 
poziomu GSH [120, 123]. Zaobserwowano również hamujący wpływ NAC na aktywa­
cję NFkB, co chroni myszy przed indukowaną alloksanem cukrzycą [124].
Aktywność czynników transkrypcyjnych może być regulowana przez tiole na róż­
nych poziomach. Stwierdzono, że tiole wywierają swój wpływ nie tylko na transport 
do jądra, ale również i na wiązanie się z DNA w jądrze. Również biosynteza poszcze­
gólnych podjednostek NFKB jest uzależniona od statusu tiolowo-disulfidowego komó­
rek. Oznacza to, że aktywacja i wiązanie się z DNA czynników transkrypcyjnych jest 
procesem związanym z licznymi etapami wrażliwymi na potencjał oksydacyjno- 
-redukcyjny [120, 121, 125], Dlatego proces aktywacji NFKB, a następnie transkrypcja 
DNA i translacja ważnych immunologicznie białek jest sekwencją zdarzeń podlegają­
cych kontroli oksydacyjno-redukcyjnej. Z tego powodu związki tioiowe odgrywają 
istotną rolę w regulowaniu odpowiedzi immunologicznej limfocytów T[126, 127], 
GSH i cysteina zapewniają limfocytom buforową pojemność antyoksydacyjną, z czym 
wiąże się prawidłowa biosynteza DNA, białek i odpowiednia aktywność enzymów. 
W swych fizjologicznych stężeniach reaktywne formy tlenu pełnią rolę pozytywnych 
sygnałów w procesie aktywacji limfocytów T [123, 127]. Zachowanie fizjologicznej 
równowagi pomiędzy powstawaniem reaktywnych form tlenu a buforową aktywnością 
systemu antyoksydacyjnego związanego z GSH ma krytyczne znaczenie dla immuno­
logicznych funkcji limfocytów [119, 126], GSH i cysteina odgrywają szczególnie 
istotną rolę w limfocytach obwodowych krwi, narażonych na oksydacyjne uszkodzenia 
związane ze stanami zapalnymi [126, 127]. Cysteina jest dostarczana limfocytom T 
przez makrofagi ze zmiennym i regulowanym natężeniem [116] i poprzez wpływ na 
biosyntezę GSH aminokwas ten reguluje prawidłowy potencjał oksydacyjno- 
-redukcyjny komórek, biosyntezę DNA [127, 128], a w konsekwencji proliferację 
i aktywację komórek T [119], Dlatego Gmünder i współpracownicy [116, 117, 119, 
129] przypisują jej analogiczne jak limfokinom właściwości immunomodulacyjne.
Bardzo niski poziom cysteiny oraz GSH w osoczu i w komórkach T jest obserwo­
wany u osób z niedożywieniem [130], a także zakażonych wirusem HIV [131]. 
W trakcie zakażenia następuje integracja materiału genetycznego wirusa HIV 
z genomem limfocytów T i makrofagów, a w okresie utajenia choroby wirus pozostaje 
genetycznie niemy. Wprawdzie molekularny mechanizm uaktywniania się wirusa H1V 
nie jest ostatecznie poznany, to jednak wszystko wskazuje na to, że wiąże się 
z załamaniem komórkowej równowagi pomiędzy pro- i antyoksydantami. Zainfekowa­
ne makrofagi stają się rezerwuarem wirusów i tracą zdolność zaopatrywania limfocy­
tów T w cysteinę. Brak cysteiny w komórkach T wywołuje w konsekwencji niedobór 
GSH i nadprodukcję reaktywnych form tlenu, co może prowadzić do ekspresji wirusa 
w komórkach T [119, 123, 127]. Dzieje się tak dlatego, ponieważ materiał genetyczny 
wirusa posiada również sekwencje wiążące czynnik transkrypcyjny NFKB limfocy­
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tów T, zatem sygnał aktywujący limfocyt może również docierać do prowirusa 
i uruchamiać jego transkrypcję [119] (ryc. 18).
Uaktywnienie się wirusa może nastąpić w momencie przekroczenia przeciwutle- 
niających zdolności limfocytów T, na skutek niedoboru zredukowanego glutationu 
(GSH) spowodowanego brakiem cysteiny [41, 129, 131], Następstwem tego jest nad­
mierna ekspresja reaktywnych form tlenu, co spowoduje, że fizjologiczne mechanizmy 
aktywacji limfocytów T zostaną perfekcyjnie wykorzystane do transkrypcji i translacji 
wirusa. W dalszym rozwoju choroby zakłóceniu ulega zależna od IL-2 proliferacja oraz 
cytotoksyczna aktywność komórek [119, 132]. W osoczu pacjentów z AIDS wzrasta 
poziom dialdehydu malonowego (MDA), świadczący o nasilonej peroksydacji lipidów 
[133], Obserwuje się również wysoki poziom czynnika martwicy nowotworu (TNFa), 
który jest uważany za przyczynę peroksydatywnych uszkodzeń prowadzących do 
spadku ilości limfocytów i apoptozy [126]. Przeciwdziałać temu mógłby zredukowany 
glutation (GSH), którego biosynteza jest jednak uzależniona od dostępności egzogen­
nej cysteiny [129], Obserwowane terapeutycznie korzystne efekty pod wpływem róż­
nych prekursorów cysteiny potwierdzają, że uaktywnienie się wirusa HIV i rozwój 
AIDS wiąże się z niedoborem cysteiny. Wykazano, że N-acetylocysteina (NAC) po­
woduje supresję replikacji wirusa HIV [134, 135, 136] oraz przeciwdziała śmierci 
limfocytów przez apoptozę [137, 138]. Następnie stwierdzono, że NAC i cysteina po­
przez zahamowanie aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFKB blokują in vitro sty­
mulowaną przez TNFa replikację wirusa H1V [127, 139]. Wolna cysteina, GSH i estry 
GSH powodują również zatrzymanie ekspresji wirusa HIV [140]. Również pod wpły­
wem innego prekursora cysteiny, kwasu 2-oksotiazolidyno-4-karboksylowego (OTC), 
u osób zakażonych wirusem HIV następuje wzrost poziomu GSH oraz zahamowanie 
ekspresji wirusa [141],
Wszystkie przedstawione powyżej wyniki świadczą o korzystnym działaniu prekur­
sorów cysteiny na zakażone wirusem HIV limfocyty T. Zatem związki mogące stać się 
dla limfocytów T nietoksycznym źródłem cysteiny mogłyby przejąć funkcję dostarcza­
nia tego aminokwasu w miejsce makrofagów, które na skutek infekcji utraciły tę moż­
liwość [142, 143], Dlatego poprzez wzrost wewnątrzkomórkowego poziomu cysteiny 
i GSH można wpływać na progresję AIDS. Związki będące prekursorami cysteiny 
mogą zapobiegać uaktywnieniu się choroby, jak również działać wspomagająco 
w terapii lekami będącymi analogami nukleotydów, jak azydotymidyna i inne.
Związki tiolowe, takie jak merkaptoetanol, cysteina czy tioglicerol, były przez 
wiele lat rutynowo stosowane w hodowli limfocytów in vitro. Właściwie dopiero 
w związku z badaniami nad AIDS nastąpiło zainteresowanie biologiczną rolą związ­
ków tiolowych w komórkach układu immunologicznego. W chwili obecnej prowadzo­
ne są badania zarówno nad przyczynami i skutkami obniżonego poziomu GSH i cy­
steiny w stanach niedoboru immunologicznego, jak również podejmowane są w celach 
terapeutycznych próby modelowania poziomu związków tiolowych.
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4.7.3. Hepatoprotekcyjne właściwości związków wprowadzających do komó­
rek L-cysteinę
Wątroba, będąc miejscem biotransformacji leków i innych egzogennych związków 
zwanych ksenobiotykami, staje się równocześnie miejscem ich toksycznego działania. 
Ochronę wątroby można uzyskać przez podawanie antyoksydantów [144], a także 
poprzez modulację mikrosomalnego systemu biotransformacji leków i innych kseno- 
biotyków [145]. System ten, przez analogię do układu immunologicznego, zwany jest 
„chemicznym mechanizmem obronnym”, ponieważ reaguje podobnie na „obce” 
związki chemiczne, jak system immunologiczny reaguje na „obce” białka. Ksenobio- 
tyki indukują mikrosomalne enzymy biorące udział w ich biodegradacji, analogicznie 
jak antygeny indukują przeciwciała. Stymulacja enzymatycznych przemian ksenobio- 
tyku w celu osłony wątroby będzie korzystna w przypadkach, kiedy produkt metaboli­
zmu leku będzie mniej toksyczny. Takim induktorem mikrosomalnych enzymów 
o szerokim spektrum działania jest fenobarbital stosowany w terapii hiperbilirubinemii 
[146] i cholestazy [147]. Enzymatyczne przemiany ksenobiotyków mogą prowadzić do 
bardziej toksycznych tzw. „reaktywnych metabolitów”, dlatego ważniejszą rolę może 
czasami odgrywać hamowanie biotransformacji [148], Cytotoksyczność „reaktywnych 
metabolitów” jest związana z kowalencyjnym wiązaniem się z komponentami komórek 
[149] i z wytwarzaniem przeciwciał w stosunku do immunologicznie obcych adduktów 
z białkami [150]. Kowalencyjne wiązanie się „reaktywnych metabolitów” z białkami 
może prowadzić również do immunologicznego uszkodzenia wątroby, jak to ma miej­
sce w przypadku halotanu [151], a także powodować wzrost peroksydacji lipidów 
w komórkach [152].
Podczas metabolizmu paracetamolu (APAP), powszechnie stosowanego leku prze­
ciwbólowego, dochodzi do powstawania kowalencyjnych połączeń „reaktywnych me­
tabolitów” z białkami [153]. APAP z udziałem cytochromu P45o ulega utlenieniu do 
niezwykle reaktywnej i toksycznej N-acetylo-p-benzochinono-iminy (NAPQ1), która 
przy terapeutycznych dawkach APAP ulega w wątrobie całkowitej detoksykacji 
w reakcjach z siarczanami i GSH (ryc. 19). Natomiast w przypadkach przedawkowania 
APAP następuje szybkie wyczerpanie się komórkowej puli GSH i siarczanów, 
a niedobór GSH prowadzi do zaburzenia systemu antyoksydacyjnego hepatocytów. 
Równocześnie nadmiar NAPQI w komórkach powoduje arylację białek i utratę ich 
biologicznych funkcji [54]. Ostatnie badania wykazują mutagenne działanie paraceta­
molu, obserwowane już nawet w dawkach terapeutycznych [154]; jest to związane 
z możliwością kowalencyjnego wiązania się NAPQ1 również z DNA. Adriamycyna 
[155], paraquat [156] oraz CCU [157] są przykładami ksenobiotyków, których tok­
syczność wiąże się bezpośrednio z powstawaniem wolnych rodników. Wszelkim 
uszkodzeniom wątroby, spowodowanym zarówno toksycznymi ksenobiotykami, jak 
również chorobami wątroby o różnej etiologii, towarzyszą zatem bezpośrednio lub 
pośrednio zakłócenie komórkowej równowagi pomiędzy prooksydantami i antyoksy- 
dantami i związane z tym peroksydacyjne uszkodzenia. Dlatego bardzo ważne znacze­
nie kliniczne ma osłona wątroby przez wprowadzanie do hepatocytów antyoksydantów 
lub ich prekursorów, a także związków, które w bezpośredniej reakcji inaktywują „re­
aktywne metabolity” lub najlepiej pełniących obie te funkcje równocześnie.
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Ryc. 19. Powiązanie przemian L-cysteiny i glutationu z biodegradacjąparacetamolu (APAP)
Wciąż kontrowersyjny pozostaje wpływ etanolu na powstawanie wolnych rodników 
i peroksydację lipidów w wątrobie. Według jednych doniesień obserwowany jest 
wzrost peroksydacji lipidów [158, 159], czego nie potwierdzają inne prace [160, 161]. 
Istnieją również sprzeczne informacje na temat wpływu etanolu na poziom glutationu 
GSH w wątrobie: obserwowany jest zarówno wzrost [162], jak i spadek GSH [193], 
a także brak jakiegokolwiek wpływu etanolu na poziom tego trójpeptydu [164], Gluta- 
tion dzięki nukleofilnej grupie -SH odgrywa centralną rolę w detoksykacji wolnych 
rodników i „aktywnych metabolitów” [1, 2, 3]. Pod wpływem cysteiny obserwuje się 
zmniejszenie toksyczności acetaldehydu oraz spadek jego poziomu w osoczu [165], 
Cysteina i metionina zwiększają również przeżywalność zwierząt po podaniu letalnej 
dawki etanolu [166], Protekcyjne działanie w zatruciu etanolem wykazują również 
takie prekursory cysteiny, jak NAC, OTC [167, 168], a także produkt kondensacji cy­
steiny z pirogronianem (CP) [169].
N-acetylocysteina zwiększa poziom GSH i siarczanów w komórkach i w chwili 
obecnej jest powszechnie stosowanym antidotum w zatruciu APAP [170],
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działania glutationu w komórkach
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Badania Roberts i współpracowników wykazały ochronne działanie w zatruciu 
paracetamolem [92] oraz cyklofosfamidem [114] produktu kondensacji cysteiny 
zD-rybozą, tj. kwasu 2-D-rybopentahydroksypentylo-tiazolidyno-4-karboksylowego. 
Hepatoprotekcyjne działanie w zatruciu APAP wykazuje zarówno kwas 2-okso- 
tiazolidyno-4-karboksylowy [93], jak również produkt kondensacji cysteiny z D- 
-glukozą kwas 2-D-glukopentahydroksypentynylo-tiazolidyno-4-karboksylowy (Cys- 
Glu) [171]. Również wykazano hepatoprotekcyjne działanie kwasu 2-metylo- 
tiazolidyno-2,4-dwukarboksylowego (produktu kondensacji cysteiny z pirogronianem) 
w zatruciu myszy paracetamolem [94] i etanolem [169], a także kwasu 2(RS)-n- 
-propylotiazolidyno-4-karboksylowego [172]. Wpływ różnych prekursorów cysteiny 
na biosyntezę i detoksykacyjne działanie glutationu przedstawia ryc. 20.
4.7.4. Możliwość kowalencyjnej modyfikacji grup tiolowych przez aldehydy
Aldehydy, cząsteczki z elektrofilną grupą karbonylową, są wszechobecnymi związ­
kami w przyrodzie. W komórkach powstają podczas metabolizmu amin biogennych, 
aminokwasów, węglowodanów, sterydów, witamin, w procesie peroksydacji lipidów 
[173], a także podczas biotransformacji leków [174], W biochemicznych przemianach 
sperminy i spermidyny powstaje nienasycony aldehyd akroleina [175], która jest rów­
nież odpowiedzialna za toksyczność przeciwnowotworowego leku cyklofosfamidu 
[176]. Różnego rodzaju lakiery i kleje emitują z kolei aldehyd mrówkowy, a aldehyd 
octowy jako produkt metabolizmu etanolu może we krwi osób z chorobą alkoholową 
osiągać stężenie 30-40 pmoli [177], Aldehydy należą zatem do najbardziej powszech­
nych zanieczyszczeń środowiska, na jakie narażony jest człowiek.
Biologiczne działanie egzogennych, jak i endogennych aldehydów wiąże się z od­
wracalnymi reakcjami grup karbonylowych z grupami -NH2 z utworzeniem zasad 
Schiffa oraz z grupami -SH prowadzącymi do powstania tiopółacetali mogących przy 
bliskim sąsiedztwie grupy aminowej cyklizować do pochodnych tiazolidynowych 
[178] (ryc. 21).
h2o
(H)R
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Ryc. 21. Reakcje aldehydów ze związkami holowymi do tiazolidynowych pochodnych
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Do innego typu cyklicznych adduktów dochodzi w reakcjach tioli z nienasyconymi 
aldehydami będącymi produktami peroksydacji lipidów, jak na przykład z 4-hydroksy- 
-2-nonenalem (HNE) [179] (ryc. 22).
W warunkach fizjologicznych wiązanie się aldehydów z grupami -NH2 i -SH bia­
łek jest zarówno sposobem transportu, jak i mechanizmem ochronnym przez ich bio­
degradacją. Natomiast podwyższony poziom aldehydów w komórkach może prowa­
dzić do zmian w strukturze białek i stać się przyczyną stanów patologicznych [180]. 
W wyniku reakcji z aldehydami, takimi jak HNE, dochodzi do spadku wewnątrzko­
mórkowego poziomu GSH.
Zainteresowanie nieenzymatycznymi reakcjami aldehydów z grupami -SH cysteiny 
wiąże się z badaniami Szent-Gyorgyiego [181] oraz Schauensteina i Esterbauera [179], 
Autorzy ci uważają, że w warunkach fizjologicznych reakcje te są zarówno mechani­
zmem inaktywowania biogennych aldehydów, jak i poprzez swój wpływ na poziom 
grup sulfhydrylowych mogą regulować aktywność enzymów i proces mitozy. Co cie­
kawe, w komórkach wraz z postępującą transformacją nowotworową zanika proces 
peroksydacji lipidów [182], który jest głównym źródłem wysoce reaktywnych nienasy­
conych aldehydów [173], Oznacza to, że komórki nowotworowe w odróżnieniu od 
prawidłowych są pozbawione nienasyconych aldehydów produktów peroksydacji lipi­
dów. Nienasycone aldehydy, takie jak np. 4-hydroksy-2-nonenal (HNE) i inne pokrew­
ne związki zarówno obniżają poziom grup sulfhydrylowych, jak i hamują mitozę [179, 
181, 182], HNE hamuje aktywność polimerazy DNA, co, jak przypuszcza Schauen­
stein [179], jest przyczyną jego terapeutycznej aktywności po bezpośrednim wprowa­
dzeniu tego aldehydu do nowotworu. Antymitotyczne działanie nienasyconych aldehy­
dów in vitro obserwuje się przy stężeniach niskich (IO-6-10“8 M), to jest takich, 
w jakich występują w komórkach [179]. Alifatycznym aldehydom przypisywane są 
zarówno właściwości kancerostatyczne [183], jak i kancerogenne [184]. Metylogliok- 
sal jest uważany za regulatora podziału komórek w związku z możliwością blokowania 
istotnych dla tego procesu grup -SH [181, 185]. Za hipotezą tą przemawia różnorod­
ność enzymatycznych i nieenzymatycznych reakcji prowadzących do powstawania 
metyloglioksalu, jak również wszechobecność systemu glioksalazy w przyrodzie [186, 
187], Toksyczność metyloglioksalu jest selektywna w stosunku do komórek silnie 
proliferujących, co może być związane z zahamowaniem biosyntezy DNA. Mechani­
zmem obronnym przed toksycznością nadmiaru metyloglioksalu i regulującym jego 
poziom jest obecność systemu glioksalaz w komórkach [186, 187], Komórki nowotwo­
rowe w przeciwieństwie do komórek prawidłowych charakteryzują się niską aktywno­
ścią glioksalaz (w tym szczególnie glioksalazy II), co oznacza ich zwiększoną wrażli­
wość na antymitotyczne działanie metyloglioksalu [187, 188]. Również różnego typu 
hepatomy reagują o wiele bardziej od normalnych hepatocytów nawet na niskie stęże­
nia alifatycznych aldehydów. Dehydrogenaza aldehydowa w nowotworach wykazuje 
odmienną specyficzność substratową oraz lokalizację w komórkach [189]. Dlatego 
w komórkach nowotworowych metyloglioksal oraz inne alifatyczne aldehydy wyka­
zują dłuższy czas działania, a obserwowane antyproliferacyjne efekty są bardziej wy­
raźne i trwałe. W komórkach istnieje bardzo wiele różnych czynników kontrolujących 
proces podziału komórek, do których, zgodnie z hipotezą Szent-Gyorgyiego [181, 185] 
oraz Schauensteina i Esterbauera [173, 179], należą także aldehydy.
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